外泌体是由细胞产生的细胞外囊泡，作为细胞间通讯的媒介之一，广泛存在于多种体液中，其产生、成熟以及分泌的过程都受到严密的调控[@b1]。除了外泌体包膜上的蛋白能起到细胞间信息传递的作用，外泌体传递的内容物也具有重要的生理功能。2007年发表的1篇里程碑式工作证实了外泌体携带的mRNA在受体细胞内具有生物学活性，仍能发挥其蛋白翻译功能[@b2]。近年的研究表明，mRNA并非是唯一的能在受体细胞中发挥生物学功能的分子，包括microRNA/long-non coding RNA、DNA及蛋白质在内的生物学分子都能通过不同方式在受体细胞中发挥其生物学功能[@b3]。也有一些研究提示外泌体可能参与了其他细胞器的水平传递，证实在纯化后的外泌体中存在有功能的线粒体成分，并且这与乳腺癌的肿瘤细胞耐药相关[@b4]--[@b5]。

近年来的研究表明外泌体参与了众多的生理及病理过程，尤其是在肿瘤研究中，外泌体被证实与多种肿瘤的进展、转移和治疗反应性等密切相关。白血病患者体液与培养的白血病细胞上清中，都可以见到升高的外泌体分泌水平，虽然升高的外泌体并非都来源于白血病细胞，但其高表达白血病细胞的表面分子（如CD34和CD117等）这一特点，表明升高的外泌体至少部分来源于白血病细胞[@b6]。对于白血病细胞来源的外泌体研究较多，其可通过不同方式调控白血病细胞自身生物学行为及影响正常的造血功能。此外，也有部分工作关注到了非白血病细胞来源的外泌体在白血病中的作用。这里，我们对白血病微环境中外泌体的作用综述如下。

一、白血病细胞通过自分泌的方式介导对白血病细胞自身的调控作用

白血病细胞来源的外泌体分泌后可作用于多种受体细胞，也能以自分泌的方式作用于自身，增强自身的增殖及干性。慢性髓性白血病（CML）细胞系LAMA84分泌的外泌体通过TGF-β1，以自分泌的方式作用于自身的受体，活化抗凋亡相关通路，从而增强体外的集落形成能力，将LAM84细胞接种到NOD/SCID小鼠皮下，并在接种肿瘤部位进行外泌体注射，这些小鼠的肿瘤重量明显高于注射PBS的小鼠[@b7]。这样的自分泌作用方式不仅见于白血病细胞系，同时也见于患者的原代细胞及小鼠模型中。通过对慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者的外泌体蛋白质进行分析发现，白血病细胞通过增加S100蛋白的分泌，从而活化自身胞内的NF-κB信号通路，从而加速疾病进程[@b8]。弥漫大B细胞淋巴瘤细胞通过Wnt信号通路的活化介导侧群细胞与非侧群细胞之间的平衡改变，并参与耐药的形成[@b9]。在MLL-AF9小鼠模型中，通过敲除外泌体成熟分泌过程中的关键蛋白VPS33B，证实了白血病干细胞来源的外泌体通过自分泌的方式参与了其干性的维持，靶向白血病细胞中的VPS33B蛋白可以明显降低白血病细胞体外的集落形成能力并且延长小鼠的生存期[@b10]。因此，靶向白血病细胞的外泌体分泌可能有助于解决白血病耐药及复发的临床问题。

二、白血病来源的外泌体对微环境的重塑作用

造血微环境是调节和维持造血干细胞（HSC）的局部组织环境，由多种细胞类型及细胞外成分构成。在急性髓系白血病（AML）环境下HSC受抑明显，因而无法补充耗竭的造血祖细胞（HPC）[@b11]。但受抑的HSC/HPC回到正常造血环境后，功能与对照组无明显差异。这说明这些受抑的HSC/HPC脱离白血病环境后能完全恢复其重建造血和自我更新的功能[@b12]。因此变化了的白血病微环境是导致正常造血被抑制的原因之一。近期的一项研究也表明，AML小鼠接受阿糖胞苷治疗后，白血病负荷能够显著降低甚至于无法被检测到，但是其血管结构的破坏及渗漏情况并没有得到实质性的改善[@b13]。这说明白血病微环境是一个被白血病细胞改造后的特殊环境，靶向白血病细胞本身并不能有效地恢复改造后的微环境使其恢复支持造血的功能。因此对于白血病微环境的研究不仅有助于靶向白血病干细胞，也可能通过恢复受损的微环境同时促进正常细胞的再生。白血病来源的外泌体对骨髓微环境的重塑作用早有报道。Peter Kurre实验室在2012年报道了白血病细胞来源的外泌体能将有功能的RNA传递到基质细胞中，使得共培养的OP9基质细胞分泌的生长因子发生改变，从而进一步影响了HPC系的增殖[@b14]。而白血病细胞来源的外泌体对不同微环境细胞的重塑作用已有较多报道，以下按受体细胞类型分开阐述。

1．基质细胞或间充质干细胞（MSC）：CLL细胞分泌的外泌体作用于基质细胞，靶细胞接收了功能活跃的RNA及蛋白质后，转录特征发生改变，并且增殖、迁移、分泌炎性细胞因子的能力增强，从而促进白血病的进展[@b15]。类似的是，AML细胞来源的外泌体也能够改造骨髓微环境，使其利于白血病细胞增殖。通过白血病细胞来源的外泌体处理正常小鼠，发现其MSC数目增多，但成骨分化受到阻滞。支持正常造血的相关因子如CXCL12、KITL及IGF1表达减少，从而降低了基质细胞对正常造血的支持作用。靶向外泌体分泌的关键蛋白Rab27a则能明显减缓白血病的进展[@b16]。急性淋巴细胞白血病细胞分泌的外泌体通过作用于骨髓基质细胞，改变其代谢状态，使其倾向于糖酵解代谢方式以适应氧化应激，进而保护白血病细胞的生存及帮助白血病细胞抵抗化疗损伤[@b17]。

2．血管内皮细胞：通过人脐静脉内皮细胞系（HUVEC）与恶性胶质瘤U87细胞系共培养发现，肿瘤细胞能将DLL4整合入分泌的外泌体，这些DLL4蛋白能被骨髓内皮细胞接收并且整合到细胞上，从而造成内皮细胞Notch信号通路的相关受体的表达下调，影响了血管形成[@b18]。CML细胞系LAMA84与HUVEC细胞系的共培养证实了CML细胞外泌体中miR-126的表达较细胞本底水平明显提升，免疫荧光标记证实了其能够有效地进入内皮细胞，使得内皮细胞CXCL12和VCAM1表达明显下降，从而负性调节LAMA84细胞的运动性与黏附性[@b19]。K562细胞系来源的外泌体可以共培养的HUVEC的新生血管形成，这一作用可以被达沙替尼消除。表明了外泌体在内皮细胞内的功能发挥依赖于达沙替尼敏感的Src磷酸化及其下游信号通路活化[@b20]。体内研究也同样表明了白血病细胞来源的外泌体促进了血管的生成[@b15]。目前对于白血病细胞与骨髓血管内皮之间通过外泌体而进行的细胞之间相互调控报道较少，主要报道还是集中在白血病细胞外泌体与内皮细胞系共培养后的表型变化[@b21]。对于原代内皮细胞及体内研究的限制是骨髓内皮细胞的分离及体外维持的困难，主要是因为骨髓中内皮细胞比例较低，分离时容易造成内皮细胞死亡；另外，骨髓原代细胞在体外培养时只能短暂地维持其组织特异性及血管生成能力，除非特异性活化AKT-mTOR信号通路[@b22]。

3．成骨细胞（Osteoblast，OB）：AML患者及小鼠模型中均可观察到明显的骨质下降。而通过药理学方法恢复AML小鼠中OB的数量及功能可以减少肿瘤负荷并有效地延长小鼠生存期，这说明OB在白血病发病中有重要作用[@b23]。而通过AML患者细胞或细胞系上清来源的外泌体这一单一因素处理小鼠，也出现了骨质变薄、骨小梁减少等骨质丢失的现象，并且造血相关基因（IGF1、CXCL12、KITL和IL-7）及骨发育相关基因（OCN和Col1A1）在OB中表达下调，说明白血病细胞来源的外泌体能改造成骨微环境[@b16]。

三、白血病来源的外泌体对免疫系统的作用

通过对AML患者血清外泌体进行分离及分析，发现未治疗的AML患者血清外泌体水平显著高于对照，对外泌体蛋白进行分析发现其不仅高表达CD34、CD33和CD117等白细胞表面分子，还高表达TGF-β，患者血清来源的外泌体在体外能降低自然杀伤细胞的细胞毒作用，并且下调正常自然杀伤细胞的NKG2D的表达。而TGF-β的中和性抗体能够消除细胞毒性作用的降低及NKG2D的表达下调[@b6]。将治疗前的白血病患者血浆来源的外泌体与NK-92细胞共培养，能够降低其细胞杀伤能力，从而限制了过继细胞治疗的抗白血病细胞作用[@b24]。这表明了白血病细胞来源的外泌体对机体的免疫总体而言起到了一个抑制的作用，从而帮助白血病细胞进行免疫逃逸。但白血病细胞来源的外泌体对其他类型免疫细胞的作用需要进一步探索，这可能有助于寻找增强白血病免疫治疗反应性的潜在靶点。

四、白血病来源外泌体对白血病环境中的正常造血影响

尽管已有大量的研究证实白血病细胞来源的外泌体改造了骨髓微环境，从而抑制了正常造血，但是白血病细胞来源的外泌体对正常造血的直接作用却并未得到充分阐述。白血病患者来源的外泌体与正常脐血来源的HSC体外共作用7 d后，正常HSC数量增多，同时伴随着miRNA-21和miRNA-29a表达升高，集落形成能力增强[@b25]。近年的研究表明，白血病产生的外泌体除了使骨髓基质细胞表达SCF、CXCL12下调，从而抑制骨髓中正常HSC/HPC的功能；也通过不依赖于细胞直接接触的方式作用于正常HSC/HPC，使其集落形成能力下降，丢失CXCR4与c-Kit表达，并且持续性地抑制包括c-Myb、Cebp-β和Hoxa-9等在内的多种造血相关转录因子[@b26]。也有研究表明AML细胞通过外泌体携带的miR-150与miR-155，作用于正常的HSC/HPC，抑制了编码c-Myb转录本的翻译，从而影响HSC/HPC的增殖与分化[@b27]。总之，白血病细胞来源的外泌体不仅通过自分泌作用进行自我强化，使其增加对治疗的抵抗，还能通过作用于其他受体细胞，改变靶细胞的基因表达特征或信号通路活化水平，从而改造微环境以适应白血病细胞生长[@b8],[@b16],[@b28]，从而直接或间接地抑制正常造血。

五、微环境细胞来源的外泌体在白血病中的作用

既往的研究认为，间充质干细胞及内皮细胞等微环境细胞来源的外泌体对正常造血过程有支持作用[@b29]。将骨髓MSC来源的外泌体与CLL细胞体外共作用24 h后，CLL细胞的自发凋亡减少，对多种药物的抵抗增强[@b30]。通过类似的处理，研究者发现人脐血MSC来源的外泌体对K562细胞系的增殖与凋亡无明显影响，但能增强其对伊马替尼的敏感性，增强其凋亡信号通路的活化，从而增强其对治疗的反应性[@b31]。基于同样的策略而得出了不同的结论，可能的原因是MSC来源的外泌体在不同白血病细胞类型中可能发挥不同作用，也可能是用外泌体处理目的细胞的研究策略并不能很好地模拟体内实际的外泌体分泌水平。因此在进行外泌体体外研究时需要进行必要的剂量-效应关系分析。研究外泌体这一细胞间双向通讯的媒介有助于我们发现以往缺失的信息，绘制出更为详尽具体的白血病环境下细胞相互作用的图谱，从而有利于更好地靶向白血病治疗，减少耐药与复发；同时有利于增强白血病环境下的正常造血，减少治疗前及治疗过程中患者可能出现的致命的三系减少情况，改善患者的生存及预后。

六、外泌体研究在临床研究中的意义

1．作为肿瘤生物标志：外泌体广泛存在于多种体液、肿瘤中分泌水平较高、携带众多的肿瘤细胞信息、取材相对无创等优势使其成为了监测肿瘤的发生与疾病进展的可能指标。由于其在白血病中的免疫抑制作用，对外泌体的进一步研究也可能帮助预判对免疫治疗的反应性，为治疗方案的制定提供一定的依据。目前有研究认为外泌体相关分子可作为监测微小残留病的指标，但这有待于从体液中分离外泌体方法的改善与分析指标标准的建立[@b32]。

2．改造外泌体使其成为运送工具或靶向肿瘤细胞来源的外泌体：由于外泌体直径小，加之其对于受体细胞的选择存在一定的偏向，将工程改造后的外泌体作为运送介质可以达到高效、特异地杀伤恶性细胞的目的。通过改造MSC来源的外泌体使其携带靶向K-RAS突变的shRNA，能够在多种胰腺癌动物模型中减慢肿瘤进展并且显著改善生存[@b33]。如前所述，白血病细胞分泌外泌体后以自分泌的方式进行自我强化，并改造微环境，从而直接或间接地抑制正常造血。因此靶向肿瘤细胞来源的外泌体本身可作为一个削弱肿瘤细胞，扶持正常造血的靶点。

七、总结及展望

外泌体在白血病机制研究、临床监测及治疗上有着重要的意义，但我们也不难看出目前外泌体研究的诸多制约因素。如Thery教授所说，我们现在对于外泌体的认识，就相当于我们20世纪50年代对于免疫的认识。我们仅知道白细胞中某些细胞有杀伤细胞或产生抗体的功能，但并不能捕获及识别B细胞或T细胞[@b34]。首先在于外泌体"表型"的界定上。尽管目前有多种方式可进行外泌体的分离与纯化，但是不论是哪种方式都不能获取到绝对纯度的外泌体[@b35]，因此2014年发表了外泌体鉴定的最低要求以及报告规范[@b36]。

而在功能研究上，现阶段运用最为广泛的研究手段为提纯外泌体后将其作为独立因素进行处理，这样的研究方式本身存在着较大的局限。首先我们可以看到在体外运用外泌体来处理目的细胞时的浓度是远高于体内水平的，因此在进行外泌体共作用研究时，剂量-效应关系是非常必要的；而体内研究时，从各种体液分离到的外泌体是体内多种细胞来源的混合，难以判断其来源，目前的验证方式多是基于亲脂性染料及荧光蛋白的追踪，更为深层及长时效的影像追踪将有助于我们在体内捕获外泌体的作用及其方式。近年的一些研究也给了我们一些启示：基于转基因的小鼠模型有助于弥补这方面的不足，通过敲除外泌体产生及分泌的关键蛋白质，再进行功能研究可以明确地反映特定细胞来源的外泌体在体内的功能，并且通过不同实验条件的组合能进一步探究其作用方式的时空特异性。
